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Verfahren zur Erkennung und Bestimmung von GnRH-Rezeptoren und die 
10 Verwendung von GnRH-Agonisten und GnRH-Antagonisten zur 

Behandlung eines Tumors ausgehend vom Hirn und/oder Nervensystem 

und/oder den Hirnhauten 

Die Erfindung betriffi ein Verfahren zur Erkennung und Bestimmung von GnRH-Rezeptoren 
auf entarteten Zellen eines Tumors ausgehend vom Hirn und/oder Nervensystem und/oder den 
Hirnhauten. Ferner betriffi die Erfindung die Bereitstellung eines Diagnostik-Kits fur Tumore 
ausgehend vom Hirn und/oder Nervensystem und/oder den Hirnhauten. Weiterhin betriffi: die 
Erfindung die Verwendung von GnRH-Agonisten und GnRH-Antagonisten zur Herstellung 
eines Arzaeimittels zur Behandlung von Tumoren ausgehend vom Hirn und/oder 
20 Nervensystem und/oder den Hirnhauten. 

Die postoperative Behandlung von Prostata- und Mammakarzinomen mit Agonisten des 
Gonadotrophin-freisetzenden Hormons (GnRH; in der Literatur gleichgesetzt mit 
luteinisierendem Hormon-freisetzendem Hormon; LH-RH) ist eine Standardbehandlung; vgl 
,25.. Gonzalez-Barcena et aL, 1994, The Prostate 24, 84-92; Emons und Schally, 1994, Human 
Reproduction Update 9, Nr. 7, 1364-1379. 

So ist bei verschiedenen Steroidhonnon-abhangigen malignen Tumoren, wie Endometriose, 
Mammakarzinom, Prostatakarzinom, Ovarialkarzinom, in klinischen Studien ein Doppeleffekt 
30 bei der Behandlung mit GnRH-Agonisten festgestellt worden: 

1) eine indirekte antiproliferative Wirkung durch Entkoppeln der endokrinen (ostrogenen 
oder androgenen) positiven Beeinflussung des Wachstums des Tumors, 

2) eine direkt anti-proliferative Wirkung durch einen unbekannten Mechanismus fiber 
GnRH-Rezeptoren im Tumo r gew e b e s e lbs t ; vgL Em o ns und Schally, — 1994, Human 

35 Reproduction Update 9, 1364-1379. 


Die vorgenannte indirekte Wirkung aufgrund einer Steroidhormonabhangigkeit ist seit 
Jahrzehnten fiir das Prostatakarziiiom und Mammakarzinom bekannt; vgl Gonzalez-Barcena et 
aL, 1994, The Prostate 24, 84-92; Jonat et aL, 1995, European Journal of Cancer 31A, 137- 
142. 
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Die direkte auti-proliferative Wirkung von GnRH- Agonist en xind GnRH-Antagonisten auf z.B. 
Prostatakarzinome, Mamrnakarzinome und Ovarialkarzinome wurde in klinischen Studien 
bestatigt. Einige fur diese Behandlung eingesetzte GnRH-Agonisten, die eine direkte anti- 
proliferative Wirkung besitzen, sind unter den folgenden Handelsnamen der in Deutschland 

10 zugelassenen Arzneimittel bekannt: z.B. Zoladex®, Profact®-Depot, Suprecur®, Carcinil® oder 
Decapeptyl®. Ein Beispiel eines in mehreren klinischen Studien erforschten GnRH- 
Antagonisten ist Cetrorelix®, das in Deutschland noch nicht als Arzneimittel zugelassen ist. 
Eine Cetrorelix®-Behandlung hat den Nachteil, dafi kein Depotpraparat mit z.B. wochenlanger 
Wirkung existiert Weitergehende Forschung in Zellkultur zeigte, daB GnRH-Rezeptoren auch 

15 auf primaren Leberzellkarzinomen und Pancreasadenokarzinomen vorkommen. Feraer wurde 
eine biochemische Metabolisierung von GnRH in Ratten-Glioma und Ratten-Neuroblastoma 
beschrieben; vgl. Tao et aL, 1991, Neuropeptides 20, 125-131. 

Glioma werden die von der Neuroglia ausgehenden, d.h. vom Ektoderm abgeleiteten Hull- und 
Stiitzgewebe des Nervensystems, vor allem im Gehirn lokalisierten echten Tumoren des 
zentralen Nervensystems (ZNS) genannt. Diese Glioma treten in unterschiedlicher 
Differenzierung auf Unterarten der Glioma sind das Spongioblast om, Oligodendroglioma 
Astrozytom, Glioblastom und Retinoblastom Vor allem der Hirntumortyp des Glioblastoma 
multiforme (GBM) zeichnet sich durch ein sehr schnelles Wachstum und seine extrem hohe 
Rezidivrate (d.h. Prozentsatz von Patienten mit HSrntumorruckkehr nach operativer 
makroskopischer Entfernung) aus. 

Sowohl das im ZNS auftretende mahgne Melanom, primar oder als Metastase, als auch das 
primar in der Haut axiftretende maligne Melanom und/oder das weiter in der Haut und/oder in 
30 anderen Korperorganen sich absiedelnde (metastasierende) maligne Melanom gehoren zu den 
Tumoren, die vom Nervensystem ausgehen; vgl Shamamian et aL, 1994, Cancer Immunol 
Immunotoer. 39, 73-83; Horenes et aL, 1994, Cancer Research 54, 354-356. Maligne 
Melanome stammen aus dem Neuroektoderm, einer embryonalen Anlageschicht. Burg et al., 
1997, Deutsches Arzteblatt 94, 890-895, beschreiben einen tumorwachstumshemmenden 


Effekt von Tamoxifen fur das maligne Melanom. Feraer besitzen Glioblastoma und malignes 
Melaiiom gemeinsam verschiedene Tumormarker; vgl. Shamamian et aL, 1994, Cancer 
Immunol. Immunother. 39, 73-83; Horenes et al., 1994, Cancer Research 54, 354-356. Die 
Prognose ist im Fall einer Metastasierung sehr schlecht; vgl. Burg et al, 1997, Deutsches 
1 Arzteblatt 94, 890-895. 

Zu den Tumoren, die vom Hirn und/oder Nervensystem und/oder den Hirnhauten ausgehen, 
zahlen ferner das Neuroblastom und das Medulloblastom, in ihrer Gesamtheit klassifiziert unter 
den sogenannten primitrven neuroektodermalen Tumoren, abgekurzt PNET. Weiter gehoren zu 

10 diesen Tumoren das Pinealom, ausgehend vom Pinealis(Zirbeldrusen)-Parenchym und/oder von 
primordialen Keimzellen im Pinealisbereich oder in der HirnimttelHnie. Die Zirbeldriise 
(Glandula pinealis) ist der Urspnmg fur die Produktion des Hormons Melatonin, ein GnRH- 
Rezeptor-Expression stimulierendes Hormon; vgl. Lissoni et. aL, 1997, European Urology 3 1, 
178-181. Ferner ist die Zirbeldriise der Ursprung fur das Craniopharyngeom (ein (3-HCG bzw. 

15 LH-aknlicb.es Peptid produziernder Tumor; vgl. Tachibana et al., 1994, J. of Neurosurgery 80, 
79-84), das zu den ektodermalen Tumoren gerechnet wird und von der Vorder-/Oberseite der 
Hypophyse ausgeht. 

Sowohl fur das Craniopharyngeom als auch das Meningeom, das als ein gutartiger Tumor 
20 ausgehend von Arachnoidaldeckzellen angesehen wird und oft fest an der Innenseite der 
Himhaut (Dura mater) haftet, wurden Progesteron- und Ostrogen-Rezeptoren beschrieben. 
Ferner wurden Androgen-Rezeptoren fur das Meningeom nachgewiesen und klinische Studien 
mit Anti-Progesteron-Armeimitteln mit tumorschrumpfenden EfFekten nachgewiesen. 

25 Die bisherige Erprobung weiterer Therapien (verschiedene Chemotherapieformen, 
Strahlentherapie, etc.) hat in zahlreichen klinischen Studien keine wesenthche Verbesserung 
der Prognose fur Tumore, die vom Hirn und/oder Nervensystem und/oder den Hirnhauten 
ausgehen, erbracht. Zur Zeit besteht die Standardtherapie beim GUoblastoma multiforme nach 
wie vor aus einer moglichst vollstandigen operativen Tumorentfernung und einer 

30 anschlieBenden konventionellen Strahlentherapie. Unter dieser Standardtherapie liegt die 
statistisch angegebene mittlere Uberlebenszeit bei 9-13 Monaten, wobei interindividuelle 
Schwankungen und insbesonders eine etwas bessere Prognose bei jungeren Patienten 
beobachtet wurden. 
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Ungefahr 30% der Patienten mit rezidivem Glioblastoma multiforme zeigten eine 
gleichbleibende Groiie bzw. ein Schrumpfen des nicht mehr operablen Rest-Hinitumors unter 
andauemder hoher Dosierung mit Tamoxifen®, einem Anti-Ostrogen-Praparat. Dieser 
tumorhemmende Effekt wird bei der Glioblastoma-Behandlung nicht auf seine anti-ostrogene 
Wirku ng, so ndern auf " "Sg ine H™ nii mg der Pm treitkimree-£ — (einem — intrazellulflfem- 
Signalubertrager) zuriickgefuhrt; vgl. Puchner et al., Zentralblatt fur Neurochirurgie, 
Supplement 1996, 47. Jahrestagung Deutsche Geseflschaft fur Neurochirurgie, Seite 44. Ferner 
soli Tamoxifen® die . Empfindlichkeit der Tumorzellen sowohl fur platinhaltige 
Chemotherapeutika als auch fur die Strahlentherapie erhohen. 


Fur GUoblastoma multiforme (WHO Grad IV Astrozytoma) und fur Glioma niedrigen 
Malignitatsgrades (WHO Grad II-IV Astrozytoma) sind Steroidhormon-Rezeptoren in einem 
geringen Prozentsatz der Falle festgestellt worden. Eine indirekte anti-proliferative Wirkung 
bei Glioblastoma multiforme und Glioma Grad II-IV wurde bis jetzt lediglich in etwa 30% der 
15 Falle in klinischen Studien durch Reagieren des Tumors auf Tamoxifen® (ein Anti-Ostrogen- 
Praparat) festgestellt 

Obwohl einige relativ giinstige neue Entwicklungen in der Therapie von Glioblastoma 
multiforme in jungster Zeit beschrieben wurden, bleibt eine schlechte Prognose quod vitam fiir 

20 Patienten mit Glioblastoma multiforme aufgrund der extrem hohen Rezidivrate trotz bisher 
erprobter Therapieformen und des Mangels an einer spezifischen ge2delten Therapie und 
Friihdiagnostik weiter bestehen. Die direkte anti-proliferative Wirkung von GnRH-Agonisten 
auf GUoblastoma multiforme wurde noch nicht beschrieben. Weiterhin war bisher nicht 
bekannt, dafl GnRH-Rezeptoren auf humanen Glioma-Geweben wie Glioblastoma multiforme 

25 Geweben vorkommen. Bezug genommen wird auch auf Goodman & Gilman's "The 
Pharmacological Basis of Therapeutics", 9. Auflage, 1996, Section X, "Chemotherapy of 
Neoplastic Diseases", Seiten 1225-1287, Verlag McGraw-Hill. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Diagnostika bereitzustellen, die Tumoren 
30 ausgehend vom Hirn und/oder Nervensystem und/oder den Hirnhauten bereits im Friihstadium 
erkennen. Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Arzneimittel fiir die Therapie dieser 
Tumoren bereitzustellen, die zu einer fur alio Patienten besseren Prognos e fuhrk 


Die vorliegende Erfindung betriffi somit ein Verfahren zur Erkennxmg und Bestimmung von 
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GuRH-Rezeptoren auf entarteten Zellen eines Tumors ausgehend vom Him und/oder 
Nervensystem und/oder den Hirnhauten, umfassend: a) Homogenisieren von peroperativ 
gesammeltem Tumorgewebe, b) Abtrennen der Membranfraktion, c) Bestimmen der 
Proteinkonzentration in der Membranfraktion von b), d) Bestimmen der GnRH- 
~~ 5 Rezeptorkonzentration in der Membranfraktion von b). Insbesondere betriffl das Verfahren die 
Erkennimg und Bestimmung von GnRH-Rezeptoren auf Gewebe, das von einem Glioblastoma 
multiforme, Medulloblastom, Pinealom, Neuroblastoma Craniopharyngeom, Meningeom oder 
malignem Melanom ausgeht. 

10 Im erfindungsgemaJJen Verfahren wird frisches, humanes Tumorgewebe zJB. wahrend einer 
Hirntumoroperation (peroperativ) gesammelt und anschlieBend in fliissigem Stickstoff 
aufbewahrt. Fiir die GnRH-Rezeptorbestimmung werden die gefrorenen Gewebeproben 
zerkleinert und homogenisiert. In einem Zentrifogationsschritt werden die Proben von 
groiieren Gewebetriimmern getrennt. Der Uberstand wird erneut zentrifiigiert. Das erhaltene 

15 Sediment (Pellet) enthalt die Membranfraktion, die emeut homogenisiert wird, um eine 
moglichst homogene Membransuspension zu erhalten. Die Membransuspension wird zur 
GnRH-Rezeptorbestimmung im Radio-Rezeptor-Assay eingesetzt. Zuvor wird in iiblicher 
Weise, z.B. unter Verwendung des Bio-Rad-Protein-Assay (Bio-Rad, Munchen), die 
Proteinkonzentration in der praparierten Membranfraktion in bekannter Weise photometrisch 

20 bestimmt. Die Bestimmung der GnRH-Rezeptorkonzentration erfolgt unter Verwendimg eines 
bekannten GnRH-Agonisten wie Buserelin, der spezifisch an GnRH-Rezeptoren in der 
praparierten Membranfraktion bindet. Da der GnRH- Agonist radioaktiv markiert ist, z.B. mit 
125 J, gibt die Konzentration des gebundenen radioaktiv markierten GnRH-Agonisten die 
Konzentration der GnRH-Rezeptoren in der Membranfraktion wider. Die Konzentration des 

25 gebundenen radioaktiv markierten GnRH-Agonisten wird anhand der radioaktiven Zerfalle pro 
Minute bestimmt. 

Die Erfindung betriffl ferner die Verwendung von Diagnostik-Kits zum Nachweis von GnRH- 
Rezeptoren zur immunhistologischen Diagnostik, zur Therapieixberwachung, Nachsorge zur 
30 Rezidivfriiherkemumg wahrend der Nachuntersuchung des immer vorhandenen Residualtumors 
nach einer Operation z.B. eines Gliomas niedrigen Grades (G H-III WHO; vgl. World Health 
Organization (WHO) Klassifikation der Tumoren des Zentral- und Periphernervensystems, in: 
Kleihues et al, 1993, Histological Typing of Tumors of the Zentral Nervous System, Springer 
Verlag, Berlin-Heidelberg-New York-Tokyo), oder um eine Malignisierung im Sinne eines 


Glioblastoma multiforme (G IV) festzustellen, und zur Friiherkennung in Risikogruppen fur 
eiue Durclimusterung auf das Vorkommen von Tumoren z.B. von Glioblastoma multiforme 
ausgehend vom Hirn und/oder Nervensystem und/oder den Hirnhauten. 


~5 Der erfindungsgemaJie Kit kann zum Nachweis von GnRH r Rezeptoren auf"Zellmembranen~ 
oder in Korperfliissigkeiten z.B. Blut, Plasma, Serum, Urin oder Hirnwasser, 
Gewebeextrakten, Gewebefliissigkeiten, in vitro-Zellkulturiiberstanden und Zell-Lysaten 
verwendet werden. Der GnRH-Rezeptor kann z.B. immunhistochemisch in z.B. operativ 
entfernten Tumorpraparaten oder Zellkulturen oder mittels eines iiblichen Radio-Immun- Assay 

10 in z.B. Korperfliissigkeiten bestimmt werden. Der Diagnostik-Kit umfaBt z.B. mono- oder 
polyklonale Antikorper gegen humane GnRH-Rezeptoren. Der Nachweis von GnRH- 
Rezeptoren wird in an sich bekannter Weise mit bekannten Immunnachweisen, insbesondere 
mit Enzym-gebundenen Immunoabsorptionsnachweisen (enzym-linked immunoadsorbent 
assay; ELISA) oder in einer besonderen Ausfiihrungsform mit dem zuvor beschriebenen 

15 Verfaliren zur Erkennung \md Bestimmung von GnRH-Rezeptoren auf entarteten Zellen 
dxirchgefuhrt. 

Ferner betriflft die Erfindung die Verwendung von GnRH-Agonisten oder GnRH-Antagonisten 
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung eines Tumors ausgehend vom Hirn 

20 und/oder Nervensystem und/oder den Hirnhauten. Insbesondere betriffi die Erfindung die 
Verwendung von GnRH-Agonisten oder GnRH-Antagonisten zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung eines Glioblastoma multiforme, Medulloblastoms, Pinealoms, 
Neuroblastoms, Craniopharyngeoms, Meningeoms oder malignen Melanoms. In einer 
besonderen Ausfiihrungsform sind die GnRH-Agonisten oder GnRH-Antagonisten mit einem 

25 Gonadotropin- bzw. LH-Hemmer z.B. Gossypol® oder mit Melatonin oder einem Melatonin- 
Analogon (einem Agonisten oder Antagonisten) konjugiert. GnRH-Rezeptoren als auch eine 
erfindungsgemaiie GnRH-Agonist/Antagonist-Behandlung sind bisher weder fur das 
Craniopharyngeom noch fixr das Meningeom beschrieben worden. Eine Blut-Hkn-Schranke ist 
bei diesen Tumoren nicht vorhanden, da sie extracerebral intrakranielle Tumore sind. Daher 

30 ist die erfindungsgemaJie Therapie mit GnRH-Agonisten und/oder GnRH-Antagonisten bzw. 
deren Konjugaten vorteilhaft 


Erstmialig wurde die GnRH-Rezeptor-Konzentration in Zellmembranen von humanen Him- 
oder Nerventumorzellen, d.h. die in vitro wirksamen GnRH-Rezeptoren auf der Membran, 


mittels Radio-Rezeptor-Assay bestimmt. Bei dem erfindungsgemafien Verfahren wird die 
Bioaktivitat bzw. spezifiscli die aktiven GnRH-Rezeptoren bestimmt. Dazu wild radioaktiv 
markiertes Buserelin®, ein GnRH-Agonist, als Marker eingesetzt, der spezifisch an GnRH- 
Rezeptoren bindet. Anhaiid der radioaktiven Zerfalle des gebundenen Buserelins® laflt sich die 
5 GnRH-Rezeptor-Konzentration ermitteln. Dieser Nachweis wird bereits fur andere Tumore 
wie Mammakarzinom und ahnliche eingesetzt. Das erfindungsgemafl verwendete Verfahren 
bestimmt die GnRH-Rezeptor-Konzentration auf Zellmembran-Extrakten von fiischem 
humanem Tumorgewebe. Es werden keine GnRH-Rezeptor-Konzentration auf Zellmembran- 
Extrakten von Zellinien aus Zellkulturen bestimmt. 

10 

Der genaue Wirkungsmechanismus von GnRH-Agonisten oder GnRH-Antagonisten auf 
Tumore ist unbekannt. Fiir die bereits bekannten Tumorarten mit aktiven GnRH-Rezeptoren 
wie z. B. Mammakarzinom, Prostatakarzinom und Ovarialkarzinom wird in der Literatur ein 
lokal regulatorisches autokrines-parakrines System vorgeschlagen; vgl. Inner et al., 1995, 

15 Cancer Research 55, 817-822. In der Literatur sind fiir die genannten Tumore anti- 
proliferative Aktivitaten der GnRH-Agonisten oder GnRH-Antagonisten beschrieben worden, 
sowohl in vitro (Palyi et aL, 1996, Cancer Detection arid Prevention 20, 146-152; Inner et aL, 
1995, Cancer Research 55, 817-822; Pati et aL, 1995, Endocrinology 136, 75-84) als auch in 
vivo bzw. kliniscli; vgl. Gonzalez-Barcena et aL, 1994, The Prostate 24, 84-92; Jonat et al., 

20 1995, Europen J. of Cancer 31A, 137-142; Emons und Schally, 1994, Human Reproduction 
Update 9, Nr. 7, 1364-1379. Diese antiproliferative Aktivitat geht dabei iiber den zu 
erwartenden anti-proliferativen Effekt im klinischen Bereich vom Effekt der voriibergehenden 
"chemischen Kastration" durch GnRH-Agonisten aus. 

25 Fiir Glioblastoma und Glioma kommt in gleicher Weise folgender Wirkungsmechanismus in 
Betracht. In der Literatur (Constam et al., 1992, J. Immunology 148, 1404-1410) wird die 
Produktion von Transforming Growth Factor JJ (TGF-fi) durch Glioblastoma-Zellen 
beschrieben. Der Wachstumsfaktor TGF-B wird von Melcangi et al., 1995, Endocrinology 
136, 679-686, als ein Produkt von Ratten-Gliazellen, d.h. normale, Nichttumorzellen, 

30 beschrieben, der als Faktor in vitro die natiirliche GnRH-Produktion in Hypothalamuszellen 
anregt. Postuliert wird, dafi das ortlich (lokal) durch Glioblastoma produzierte xmd sezernierte 
GnRH eine stimulierende Wirkung auf das'Wachstum des Tumors hat, was ebenfalls fiir 
TGF-(5 bekannt ist. Auch humane Glioblastomazellen bzw. Gliomazellen konnen zirkulierende 
immunsuppressive Substanzen sezernieren, vor allem TGF-P, und somit eine Beeintrachtigung 
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15 


zellularer Immunreaktionen induzieren. Die Zunahme von TGF- P hat also wahrscheinlicli 
aulier einer GnRH-Produktion stimulierenden Funktion auch einen immunsuppressiven 
(abwehrhemmenden) EfFekt auf die zellulare Immunitat des Patienten, wodurch das 
Tumorwachstum gefbrdert wird und die TumorgroBe zunimmt. Fur Glioblastoma multiforme, 
Medulloblastomund gag^M^^ 

P beschrieben; vgl. Stockhammer et aL, 1995, J. of Neurosurgery 83, 672-681; Jennings et al., 
1994, Hum. Pathol. 25, 464-475; Bizik et al., 1996, J. Cell Biochem. 62, 113-122; van Belle 
etal 1996, Am. J. Pathol. 148, 1887-1894. Dieses autokrin-parakrin wachstumsregulierende 
System lalit sich auch umkehren, was eine Abnahme der TumorgrolJe zur Folge hat. Diese 
Umkehrung (in der Endokrinologie "negatives Feedback" genannt) kann man im Prinzip mittels 
eines Uberschusses an GnRH bewirken (kompetitive Inhibition). Dieser Effekt wird durch 
GnRH-Agonisten oder GnRH-Antagonisten an Stelle von GnRH noch verstarkt. Die Folge 
dieser Therapie ist eine Abnahme der TGF-fl Produktion und eine daraus folgende Abnahme 
der TumorgrolJe. 

ErfindungsgemaC werden erstmalig GnRH-Agonisten oder GnRH-Antagonisten zur 
Herstellung eines Arzneimittels bereitgestellt, urn Tumore ausgehend vom Him und/oder 
Nervensystem und/oder den Hirnhauten zu behandeln. 

Die GnRH-Agonisten oder GnRH-Antagonisten und die konjugierten GnRH-Agonisten oder 
GnRH-Antagonisten dienen erfmdungsgemaJJ zur Behandlung von Tumoren ausgehend vom 
Him und/oder Nervensystem und/oder den Hirnhauten z.B. eines GUoblastoma multiforme. 
Die Arzneimittel der Erfindung konnen in jeder dem Fachmann bekannten Art und Weise 
hergestellt werden, insbesondere zur subkutanen, intramuskularen, intravenosen, intraspinalen 
bzw. subduralen oder intranasal Applikation oder in Form eines Depot-Implantats. Die 
Arzneimittel der Erfindung konnen ebenfalls uber ein subkutanes, ventrikulares 
Cytostatikareservoir mit Verbindung zum Ventrikel verabreicht werden, wobei man durch die 
Haut hindurch das Reservoir mit Injektionen aufmllen kann. Die GnRH-Agonisten konnen in 
der gleichen Dosierung verabreicht werden, die z.B. for die Behandlung von Prostata-, 
3 Mammacarcinom oder Endometriose eingesetzt werden; vgl. z.B. Rote Liste, 1997, Abschnitt 
50, Teil 3, Hypothalamushormone, 50038 bis 50056, Herausgeber ROTE LISTE® Service 
GmbH, Frankfurt/Main, auf die die bier ausdittcklidi Dczug gcnommon Nvird; vgl . Armp.x A 


umuo, riaiiAiuiuiTAu^, 

Die minimale Dosierung entspricht der in der Roten Liste fur die jeweiligen GnRH-Agonisten 
angegebenen Dosis. Bei z.B. der intraspinalen oder subkutanen, ventrikularen Verabreichung 


iiber ein Cytostatikareservoir kann die minimale Dosierung niedriger sein 5 als in der Roten 
Liste fur die jeweiligen GnRH-Agonisten angegeben ist. Die maximale Dosierung entspricht 
dem LD 50 -Wert fur die entsprechenden GnRH-Agonisten. Die Dosierung kann gegebenenfaUs 
nach einem neurologisch erhaltenen Befund der GnRH-Rezeptor-Konzentration erhoht oder 
5 ennedrigt werden. Die Haufigkeit der Applikation bzw. die^^sdosis-kann-ebentalls-cter- 
Roten Liste entnommen werden. Die Arzneimittel werden vorzugsweise bis zur kompletten 
Remission (Ruckbildung) des Tumors, die neuroradiologist und klinisch festgestellt werden 
kann, verabreicht. 

10 Zur subkutanen Verabreichung konnen z.B. Carcinil®, Decapeptyl® 0,5 mg/0,1 mg oder Uno- 
Enantone eingesetzt werden. Als Depot-Implantate konnen z.B. Profact®-Depot, Zoladex® 
oder Enantone Monatsdepot verabreicht werden. Zur intramuskularen Verabreichung konnen 
z.B. Decapeptyl®-Depot, Decapeptyl®-Gyn oder Enantone-Gyn eingesetzt werden. Zur 
intranasalen Verabreicliung konnen z.B. Profact®-NasaL, Suprecur®-Nasal oder Synarela®- 

15 Nasal eingesetzt werden. Die GnRH-Antagonisten konnen in der Dosierung verabreicht 
werden, die z.B. fur Cetrolix® in Gonzalez-Barcena et al., 1994, The Prostate 24, 84-92, 
angegeben ist. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung mid sind nicht als beschrankend aufeufassen. 

20 

Beispiele: 

1. Die Sammlung von Gliomagewebe. 

Wahrend Hirntumoroperationen (peroperativ) wurde frisches, hvimanes Tumorgewebe trocken 
25 in einem sterilen Schalchen ohne Zufiigung von Medium gesammelt und sofort in ein steriles 
Standard-Plastikrohrchen uberfiihrt. Das Rohrchen wurde luftdicht verschlossen und etwa 15 
Minuten in einem Dewar-Gefaii (Union Carbide Cryogenic Equipment 35HC, Serien-Nr. 103- 
139-T5), das fliissigen Stickstoff enthielt, schockgefroren. Die Gewebeproben wurden etwa 2 
Monate in fliissigem StickstoflFbis zur GnRH-Rezeptorbestimmung aufbewahrt. 

30 

2. Gewebeaufarbeitung: 


Die gefrorenen Gewebeproben wurden von Blut- und Fettresten befreit xmd mit einem Skalpell 
in ca. 2 x 2 x 2 mm groJJe Stiicke zerschnitten. Die Gewebeproben wurden 1 Minute bei 


rnaximaler Leistung in einem Dismembrator II (B. Braun, Melsungen) homogenisiert. Das 
homogenisierte Gewebe wurde in 1000 ^1 kaltem Puffer 1 (10 mM Tris(hydroxymethyl)- 
aminomethan, pH 7,4, 4°C) aufgenommen und moglichst homogen durchmischt. In einem 
ersten Zentrifugationsschritt (800 x g, 10 Minuten, 4°C) wurde die Probe von grofieren 

—5 — G^^fretrtiimnem^ 

4°C). Der Uberstand des zweiten Zentrifugationsschritts wurde verworfen und das Pellet, das 
die Mernbranfraktion enthielt, in 1000 |il kaltem Puffer 1 aufgenommen und mit einem 
Polytron-Homogenisator dreimal je 4 Sekunden homogenisiert, urn eine moglichst homogene 
Membransuspension zu erhalten. Zu dieser Membranfraktion wurden 1000 jil kalter Puffer 1 

10 zugesetzt. Diese Suspension wurde zur GnRH-Rezeptorbestimmung im Radio-Rezeptor- Assay 
eingesetzt. 

3. Proteinkonzentrations bftgtirnrnung 

15 Das Bio-Rad-Reagenz wurde im Verhaltnis 1:5 mit destilliertem Wasser verdiinnt. 3,5 ml 
dieses Reagenz wurde mit 50 \il der praparierten Membranfraktion gemischt und 10 Minuten 
inkubiert. Die photometrische Messung der Proteinkonzentration erfolgte als 
Zweifachbestimmung bei 595 nm in bekannter Weise. Als Proteinstandard diente ein 
Humanalbumin-Proteinstandard, mit dem in entsprechender Weise die Messungen ausgefulut 

20 werden. 

4. Per Radio-Rezeptor- Assay 

Die Bestimmung der GnRH-Rezeptorkonzentration erfolgte in der wie vorstehend 
25 beschriebenen praparierten Membranfraktion des Gewebes. Der Radio-Rezeptor-Assay 
umfaBte zwei verschiedene Probenansatze, die jeweils vierfach bestimmt wurden: (a) 
Probenansatze mit der praparierten Membranfraktion und (b) Kontrollansatze. 

a) zu 100 ^1 Membranfraktion wurden 300 ^1 Puffer 2 (10 mM Tris(hydroxymethyl)- 
30 aminomethan, pH 7,4, 0,1% Rinderserumalbumin) und 100 ^1 Tracer ( 125 J-Buserelin, 80.000 
cpm/ 100^1) zugesetzt. 

b) fu r die Kontrollcn wurden 250 \il Puffer 2, 100 ^xl Tracer, 100 \i\ Membranfraktion und 50 

\il GnRH-Analogon (10 3 M Buserelin) vermischt. 
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Die einzelnen Proben wurden dann gut durchmischt und anschlieflend 90 Minuten bei 4°C 
inkubiert. Der Radio-Rezept or- Assay wurde durch Zugabe von 500 jil 
Rindergammaglobulinlosung (0,1% Rindergammaglobulin, 0,15 M NaCl) gestoppt. Danach 
wurden 10Q0 ^1 einer 0.25% PEG-6000, 0,15 MNaCl-Losung zugesetzt. 

5 

Die Proben wurden nochmals homogen durchmischt und 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Die 
Abtrennung der PEG-Hormon-Rezeptor-Komplexe erfolgte mit einem Zentrifiigationsschritt 
(1.600 x g, 30 Minuten, 4°C), bei dem die Komplexe aufgrund ihrer hoheren Masse das Pellet 
bilden. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pasteur-Pipette abgesaugt. Die Anzahl der 
10 Zerfalle pro Minute, die als Basis fiir die Berechnung des GnRH-Rezeptor-Gehalts dienten, 
wurde anschlieCend mit einem Gamma-Counter (Berthold) gemessen. 

5. Uberpriifung des Radio-Rezeptor- Assays 

15 Gewohnlich wurden mehrere Gewebeproben in einem Versuchsansatz untersucht. Zum 
AusschluB eines systematischen Fehlers bei einem negativen Ergebnis aller Proben in einem 
Assay, wurde bei jedem Assay eine Standardprobe aus Rinder-Hypophysengewebe parallel zu 
den Tumorgewebeproben untersucht. Der Nachweis von GnRH-Rezeptoren in Rinder- 
Hypophysengeweben diente somit als Positivkontrolle. Das Hypophysengewebe wurde wie die 

20 Tumorgewebeproben aufgearbeitet und die Membranfraktion in der gleichen Weise gereinigt. 

6. Berechnung des GnRH-Rezeptorgehalts 

Die Berechnung des GnRH-Rezeptorgehalts (finol/mg Membranprotein) erfolgte aufgrund der 
25 Anzahl der Zerfalle pro Minute (cpm), der spezifischen Bindung, der eingesetzten 
Proteinmenge und der spezifischen Aktivitat des radioaktiv markierten Liganden. 

Die spezifische Bindung (Bsp CZ ) ergibt sich aus der Differenz des Mittelwerts der 
Vierfachbestimmung der Gesamtbindung (B G ) und des Mittelwerts der Vierfachbestimmung 
30 der unspezifischen Bindimg (NSB). 

Die eingesetzte Proteinmenge wird, wie vorstehend bei Ziffer 3 dargestellt, photometrisch 
bestimmt. 
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Dateii des Analogons J-Buserelin: 

MG . 1253 g/mol 

Spezifische Akthdtat: 1470 mCi/mg 

-5 Aktivitet-^f 17 ^-Bu^1 iii -T,Qj»i iii a -gO-ft€i/ffll- — 

- 1470 mCi/mg 125 J-Buserelin = 54,4 x 10 9 Be/mg 

- 4 ml ,25 .f-Buserelin-L6sung beinhalten 13,61 x 10" 9 g 125 J-Buserelin mit 7,4 x 10 6 Bq 

- 13,61 x 10" 9 g/ml 125 J-Buserelin = 10,9 x 10 12 Mol 125 J-Buserelin. 54,4 x 10 9 Bq = 44,4 x 10 7 
cpm 

10 - 10,90 x 1 0 12 Mol 125 J-Buserelin = 44,4 x 10 7 cpm 

- 1000 cpm entsprechen 0,247 x 10 15 Mol 125 J-Buserelin 

Zur Berechnung der GnRH-Rezeptorkonzentration (fmol/mg Membranprotein) aus den 

gemessencn cpm-Werten, mufl nun noch die eingesetzte Proteinmenge und der Zerfellfaktor 

15 beriicksichtigt werden. Die Formel zur Berechnung des GnRH-Rezeptorgehalts lautet somit: 

0,247 x 10 15 Mol 125 J-Buserelin 
= 1000 cpm 

Zerfallsfaktor x Proteinmenge 
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Ausfiihrungsbeispiel 


Bestirnmung der GnRH-Rezeptorkonzentration 


te r Gn R H-jtezeptor-Bestrara^ 


Radio-Rezeptor- Assay von Gewebeproben verschiedener Patienten. 


Histologieprobeu 

ER 

PgR 

GnRH-Rez 

Befund 


fmol/mg/Prot 

finol/mg/Prot 

atomol/mg/Prot 



10 

20 

1000 

negativ 


10-20 

OA OA 
20- J (J 

IUUU-jUUU 



20 

30 

3000-5000 

positiv 


50 

100 

5000 

stark positiv 

Ckordom 

1 

1 

708 


GBM 

1 


2478 


GBM 

I 

I 

895 


GBM 



1111 


Gliom G H 



3635 


Meuingeom 


74 

1 


Adenocarcinom 



1 


GBM 



7357 


Fibrillar 





Astrozytom G II 



1 


Meuingeom 


177 

7444 


Meuingeom 


550 

1588 


GBM 



4466 



\ ER=Ostrogen-Rezeptor, PgR=Progesteron-Rezeptor, GnRH-Rez=GnRH-Rezeptor 


Zusammenfassung 


Die ErBndung betrifil Verfahren zur Erkennung und Bestimmung von GnRH-Rezeptoren auf 
mtanetm Zfillftn ftinftg Tumnrs ausgehend vom Him und/oder Nervensystem und/oder den 
5 Hirohauten. Ferner betriflft die Erfindung die Bereitstellung eines Diagnostik-Kits fur Tumore 
ausgehend vom Him und/oder Nervensystem und/oder den Hirnhauten. Weiterhin betriflft die 
Erfindung die Verwendung von GnRH-Agonisten und GnRH-Antagonisten zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung von Tumoren ausgehend vom Hirn und/oder 
Nervensystem und/oder den Hirnhauten. 


Patentanspriiche 


1. Verfahren zur Erkennung und Bestimmung von GnRH-Rezeptoren auf entarteten 
5 Zellen eines Tumors ausgehend vom Him und/oder Nervensystem und/oder den Hirnhauten, 

umfassendl 

a) Homogenisieren von peroperativ gesammeltem Tumorgewebe, 

b) Abtrennen der Membranfiraktion, 

10 c) Bestimmen der Proteinkonzentration in der Membranfiraktion von b), 

d) Bestimmen der GnRH-Rezeptorkonzentration in der Membranfiraktion von b). 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Gewebe von einem Glioblastoma multiforme, 
Medulloblastom, Pinealom, Neuroblastom, Craniopharyngeom, Meningeom oder malignem 

15 Melanom stammt. 

3. Diagnostik-Kit zum Nachweis von GnRH-Rezeptoren zur imnionhistologischen 
Diagnostik, zur Therapieiiberwachung, Nachsorge zur Rezidivfirulierkennung und zur 
Friiherkennung von Tumoren ausgehend vom BSrn und/oder Nervensystem und/oder den 

20 Hirnhauten. 

4. Diagnostik-Kit nach Anspruch 6, umfassend die Verwendung des Verfahrens nach 
Anspruch 1 oder 2. 

5. Verwendung von GnRH-Agonisten oder GnRH-Antagonisten zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlxing eines Tumors ausgehend vom Hirn \md/oder Nervensystem 
und/oder den Hirnhauten. 

6. Verwendung von GnRH-Agonisten oder GnRH-Antagonisten zur Herstellung eines 
30 Arzneimittels zur Behandlung eines Glioblastoma multiforme, Medulloblastoms, Pinealoms, 

Neuroblastoms, Crantopharyngeoms, Meningeoms oder malignen Melanoms. 

T. Verwendung von GnRH-Agonisten oder GnRH-Antagonisten nach Anspruch 3 oder 4, 

wobei die GnRH-Agonisten oder GnRH-Antagonisten mit einem Gonadotropin- bzw. LH- 
35 Hemmer oder mit Melatonin oder einem Melatonin-Analogon konjugiert sind. 
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